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INTROOUGTION 1
La verticilliose de la Tomate (Lycopersicon esculentum )Mill.) est
une grave maladie vasculaire causée par un Lhampignon imparfait, Je
Verticillium dahliae, Kleb. Ce champignon chez lequel la reproduction
sexuée n'est pas connue possède 2 types de propagules des conidies
unicellulaires de petite taille (mic"f:Jconidies) et des microsclérotes,
structures de résistance constituées de cellules à parois mélanisées.
La seule méthode de lutte actuellement disponible dans la pratique
est la culture de variétés résistantes; mais la recherche de ces variétés
est rendue difficile par la grande variabi li té physiologique et
pathogénique potentielle de l'espèce Verticillium dahliae. En effet,
BOISSON et LAHLOU (1981) ont constaté que dans la descendance d'un clone
issu de la culture d'une spore unique, il est possible d'obtenir des
sous-clones différant entre eux et aussi du clone d'origine par leur
morphologie et par leur pouvoir pathogène. Certains de ces variants ont
perdu l'aptitude à former des microsclérotes (Planche A : nOl, nO 2) et
cela est associé à l'acquisition d'un pouvoir pathogène et d'une
morphologie stables (LAHLOU, 1983).
Les travaux de HADISUTRISNO (1987) ont permis d'isoler plusieurs
variants hyalins du Y.... dahliae de caractéristiques connu(2.~.Ce matériel
prec i eux , jamais disponible jusqu'alors pour les études de la
Verticilliose, a été utilisé pour analyser les intéractions chez le couple
Tomate-V. dahliae, en particulier au niveau histopathologique.
Parallèlement à notre travail, des échantillons de racines et de tiges ont
été prélevés, conservés à basse température et feront l'objet d'analyses
par le laboratoire de phytopathologie du centre ORSTOM de BONDY afin de
déterminer quelles sont les réactions biochimique~ de la Tomate à
l'agression parasitaire du Y.... dahliae.
Le mémoire sera présenté selon le plan suivant
1- Etude bibliographique sur les maladies vasculaires et plus
particulièrement sur la Verticilliose de la Tomate.
2- Etude expérimentale comprenant :
a- Comportement des isolats "Cotonnier", "Poivron", et "Tomate"
du V. dahliae vis-à-vis de l'Aubergine, du Cotonnier, du
Poivron et de la Tomate.
b- Histologie des tiges de Tomate infectées par des souches du
V. dahliae d'agressivités différentes.
c- Dynamique de la pénétration du Y....
progression dans la plante ; réactions
plante à l'agression parasitaire.
dahliae et de sa
histologiques de la
l LES RELATIONS HOTE PARASITE DANS LE CAS DES MALADIES VASCULAIRES
A - Les maladies vasculaires
1. Générali tés
Les maladies vasculaires sont caractérisées par le fai t que le
~arasite se développe dRns les vaisseaux du bois de la plante, provoquant
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2différents types de symptômes foliaires (chlorose, nécrose, flétrissement)
et des modifications de croissance de la plante (rabougrissement, quelque
fois gigantisme) (Planche A : nOS, n06, n07). Le parasite pénètre par les
racines, progresse vers l'endoderme, accède aux vaisseaux et les colonise
en bénéficiant du transport par les courants de sève ascendants. Face à
cette agression, la pLante réagit en mettant en place des barrières
mécaniques et chimiques visant à limiter la progression du parasite dans
les tissus.
Nous avons étudié ces différentes réactions au
du bois. Avant de les décrire, nous ferons
l'organisation vasculaire des plantes supérieures.
2- Rappels sur La structure du xylème
niveau des vaisseaux
un bref rappel sur
Le xylème est un tissu consti tué par les vaisseaux du bois et le
parenchyme xy Lèrni en . Les vaisseaux sont constitués par l'empilement de
plusieurs élémentsjaccolés bout à bout, de manière à former un tube (fig.
1) . Chaque élément est une cellule morte, vidée de son cytoplasme et dont
les parois sont partiellement lignifiées. Le passage de la sève d'une
cellule à l'autre est assuré par des perforations au ni veau des parois
(fig. l, fig. 2). Les vaisseaux se superposent à leurs extrémi tés pour
permettre la distribution de la sève brute dans la plante (ESAU, 1965).
Les
parenchyme
transport
défense.
vaisseaux
xylèmien.
de la sève
sont entourés de cellules vivantes formant
Elles leurs fournissent l'énergie nécessaire
et assurent la mise en place des réactions
le
au
de
sol lors de la
pathogène, les
de croissance
est inter ou
3- Pathogénèse et épidémiologie de la verticilliose de la
Tomate
La contamination des plantes se fait dans le
germination des formes de résistance de l'agent
microsclérotes. L'hyphe pénètre au niveau des zones
racinaire. Sa propagation vers le cylindre central
intracellulaire.
La pénétration dans les vaisseaux du bois se fait par les
ponctuations ou par des ruptures préexistantes du système vasculaire
(BECKMAN et TA.l,IOYS, 1981). A partir de ce stade,. la propagation du
parasite se fera surtout par des spores qui sont entraînées par le flux de
sève ascendant. Elles . Sont arrêtées au niveau des plaques de perforations
qu'elles ne peuvent traverser. Elles émettent alors un fin filament qui
traverse les parois cellulaires au niveau des perforations et donne
naissance à de nouvelles spores dans le vaisseau adjacent (fig. 3.1). La
contamination du système vasculaire se poursuit ainsi de proche en proche.
Enfin de compte, la colonisation entraîne la nécrose puis la chute des
feuilles (Planche A : 5,6,7). Cela permet le retour du champignon au sol
et la reprise éventuelle d'un nouveau cycle infectieux.
B. Les armes du parasite
Elles ont été étudiées par de nombreux auteurs en particulier à
partir de fil trats de culture de Verticillium albo-atrum. Des substances
toxiques de faible poids moléculaire et de poids moléculaire élevé ont
ainsi été mises en évidence pour des isolats provenant de la Luzerne
3(STODDART et CARR, 1966), de La Tornble (,PEGG, 1965). ::lles seraient de
nature protéique et 0 Ligosacchar'idi que. KEEN et~., (1972) ci tent une
substance nommé PLP complex (Protein lipopo1ysaccharide) de poids
moléculaire élevé présente dans des fIltrats de cuLture d\~ Verticillium et
reproduisant tous les symptômes de la maladie sur le Cotonnier. Ce
complexe est considéré comme une v ivo-e t ox i ne . C'est aussi le cas du PLP
complex des isolats de Pomme de t.e r r-e (NACHMIAS, BUCHNER et BERSTEIN,
1985) de faible poids moléculaire.
Les enzymes lytiques trouvées dans les fi l trats de culture sont
nombreuses pectine estérase. polygalacturonase, pectate 1yase,
cellulases, galactanases, xy Larias e s , arabinases (Synthèses de FUHALLA et
BELL, 1981). Leur implication directe dans la pathogénèse reste encore
sujet à controverses.
Le rôle de l'éthylène en tant que phytotoxine a été étudié par PEGG
et CRONSHAW (1976). Bien que l'apparition des symptômes soit parfois
corr~lée avec une augmentation de la teneur en éthylène dans les tissus,
il semble que cela soit plutôt dG à une réponse de la plante à
l'infection.
Les substances de croissance pourraient également jouer un rôle dans
la pathogénèse. PEGG et SELMAN, 1959 ont observé une hyperauxinie dans les
tissus infectés; AUBE et SACKSTON, (1965) ont montré que le Verticil1ium
produisait des substances de type gibbérelline et des inhibiteurs de
croissance.
C. Les réponses de la plante
La colonisation de la plante par le parasite est accompagnée de
modifications histologiques, biochimiques et physiologiques.
1. Modifications histologiques
De nombreux phénomènes tentent de prévenir l'invasion et la
progression de l'agent pathogène. On distingue deux types de défenses:
a- Les défenses prévasculaires
Ce sont
- Accumulation de callose ( 8 1.3 glucane) et de lignine aux points
de pénétration du parasite, formant des callosités, ou lignitubers (AIST,
1976, DICKINSON et LEWIS, 1973 cités par BECKMAN et TALBOYS, 1981).
- Subérification précoce de l'endoderme. Cette barrière représente
un obstacle à la pénétration du champignon dans les vaisseaux (BECKMAN et
TALBOYS. 1981).
b- Défenses vasculaires
Elles son t r:1é.cri t:'èS sur la f Lgur e ::~ s e l on L' or-dr-e èe Leur :-lise en
place dans le temps (1 à y; .
La structure des vaisseaux cor.s ti tue un pr-em i e r bar-r-age Cl l.:::i
propagation des spores dans les vaisseaux du bois.
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4II:. Les gels et gommes sont des composés pectiques et hemicellulosiques
provenant de la libération de constituants de la paroi primaire et
de la lamelle moyenne (BECKMAN et al., 1962 ; BECKMAN et ZAROOGIAN;
1967). - -
III Des couches protectrices et revêtements pariétaux sont mis en place
au niveau des perforations. Ce seraient des lignines et subérine
provenant de l' hypersécrétion, ou de la modification chimique des
parois des cellules parenchymateuses adjacentes aux vaisseaux
(STREET, ROBB et ELLIS, 1986 ; ROBB etaI., 1987).
:rn:. : Les tyloses sont des expansions cytoplasmiques
parenchyme. xylèmien qui obstruent plus ou moins
lumière des vaisseaux qui leur sont adjacents.
des cellules du
complètement la
l[ : Des substances phénoliques stockées par les cellules du parenchyme
sont libérées dans les vaisseaux où elles sont oxydées et
polymérisées par des enzymes jusqu'alors stockées dans ces mêmes
cellules mais dans des compartiments différents (BECKMAN et a.l , ,
1972 ; MUELLER et BECKMAN, 19741 , 1976). Ces phénols imprègnentles
gels et les parois des tyloses (BECKMAN et TALBOYS, 1981) et les
rendent moins vulnérables a la dégradation par les champignons.
2. Modificationsbiochimiques
On note la synthèse de phénols, de phytoalexines et l'accroissement
de l'activité de plusieur~ polyosidases.
a- Les 'phénols décrits ci-dessus (fig. 3.1n sont synthétisés par des
cellules du parenchyme. Ils sont obtenus par détournement des
glycosides phénoliques de la voie de synthèse des lignines (DAVIS et
DIMOND, 1954 ci tés par MACE et a.l , , 1972).
b- Les phytoalexines sont des substances antibiotiques dont la synthèse
est permise par la libération d'éliciteurs issus de l'interaction hôte
- parasite. L'infection de la Tomate par le V. dahliae conduit à
l'élaboration de composés phénoliques (acides c{rmamiques et dérivés),
de phytoalexines sesquiterpéniques (VERNENGHI et al., 1986 '; TJAMOS ET
SMITH, 1974), de dérivés d'acides gras insaturés (VERNENGHI, 1985).
Plusieurs voies de synthèse sont impliquées dans la mise en place de
ces réactions de défense, notamment la voie de l'acide shikimique et la
voie de synthèse des acides gras. L'utilisation ~'inhibiteurs de voies de
synthèse des phénols (oxalo-acétate) le montrent bien (VERNENGHI, 1985).
Le rôle des substances phénoliques est mis en évidence par la stimulation
de leur synthèse grâce à l'application de tri-o-éthyl-phosphonate
(T.E.P.A, fongicide) (BOMPEIX et al., 1981 VERNENGHI, 1985) ou
d'éliciteurs fongiques tels que l'acide arachidonique (Phytophtora
infestans) et la glucosamine (Fusarium solani).
C. Augmentation de certaines activités enzymatiques
1
L'accumulation de proteines enzymatiques a souvent été observée dans
les tissus de plante infectée. Ainsi, des chitinases et des B 1-3
glucanases ont été extraites de tissus de Tabac résistant au Tobacco
Mosalc virus (KAUFFMAN et a l . , 1981 LEGRAND et al., 1987) de Tomate
infectée par le CladosPor~m fulvum (DEWIT et VAN DER MEER, 1986)
5ou le Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FERRARIS et al., 1987). En
général, elles sont localisées dans les espaces intercellulaires où ont
lieu les attaques des agents pathogènes. De plus elles sont impliquées
dans la résistance de la plante car sont induites par l'infection, et ont
pour fonction biologique d' hydrolyser Les :principaux constituants de la
paroi hyphale (chitine et B 1-3 g.lucane, ).
Ainsi les.travaux de PEGG et YOUNG (1981 ; 1982) et de YOUNG et PEGG
(1981 ; 1982) ont montré que la Tomate réagissait à une infection par le
V. albo atrum en augmentant son pool de B 1-3 glucanases et de chitinase.
Ces enzymes sont différentes de celles synthétisées par le champignon.
Elles auraient un rôle dans la lyse hyphale, déjà observée par DIXON et
PEGG (1969) et par PKGG et VESSEY (1973).
Elles augmentent en cas d'infection et ; sont impliquées dans la
réduction de colonisation des tissus par le parasite. Le fait que les
plantes sensibles présentent une plus grande àugmentation de ces enzymes
pourrai t . expliquer la présence de plus de symptômes chez ces plantes :
les enzymes seraient capables de libérer par leur action, des molécules
toxiques pour la plante (c'est le cas des mycolaminarines issues de la
paroi du Phytophtora).
3. Les modifications physiologiques
Elles sont la conséquence des modificatibns histologiques et de
l'attaque du· parasite :
L'occlusion des vaisseaux du bois par les tyloses, gels et
matériel fongique provoquerait les symptômes de chlorose, nécroses et
flétrissement foliaires par suite d'un stress hydrique (STREET et COOPER,
1984 ; ROBB, 1975).
Le rabougrissement des plantes serait dû a un déséquilibre hormonal
crée par le parasite (PEGG et SELMAN, 1959) ou à une mauvaise alimentation
de la plante suite à l'obturation des vaisseaux du bois.
Le gigantisme parfois observé chez les plantes infectées serait dû à
la synthèse de gibbérellines par le Verticillium (AUBE et SACKSTON, 1965).
Plusieurs facteurs provenant de la plante hôte ou de l'agent
pathogène semblent intervenir dans le déroulement de l'infection. Le rôle
des cellules du parenchyme xylémien est prépondérant dans la mise en place
des réactions au niveau vasculaire (MOREAU et al., 1973). La résistance de
la plante serait due à l'efficacité des barrières physiques et chimiques
mises en place. Les symptômes de la maladie semblent être indépendants
entre eux (BEYE .et LAFAY, 1985).
III MATERIEL ET METHODES
Le but de notre travail est d'observer les réactions de la Tomate
infectée par le V. dahliae. Pour cela, les plantes sont inoculées et les
observations suivantes sont réalisées : symptômes externes et internes de
la plante hôte; présence du champignon dans les tissus réactions
histologiques.
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nrtCéliun ras
. V 1.73 l
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• de l'isolat 6 variant ~in
Variant de nwcéliun ootalneux .
V7.œ l'isolat 7 FAIBIE
oota1nier variant~in
défolialit
. .' . . .'
.• Pouvoir pathogène stable.
TABLEAU 1 PRESENTATION DES ISOLATS ET DES VARIANTS STABLES DU V.
dahliae OBTENU PAR ISOLEMENT A PARTIR D'UNE ESPECE
DETERKINEE.
- On entend par isolat. une. culture de .V. dahliae obtenue par
isolement à partir d'une espèce déterminée.
la nomenclature utilisée pour désigner les souches est là
suivante: les isolats sont numérotés de 1 à 7.
-
Les variants sont notés V. nO de l'isolat d'origine Vl variant
. de l'isolat 1. V.1. 73 = nO 73 de!; sous-clones de l'isolat 1.
)
- V. 1.73 Variant très agressif de l'isolat 1.
- V. 3.17 Variant très agressif de l'isolat 3.
V. 4.79 Variant r~~ agressif de l'isolat 4 qui était lui même
peu agressif pour la Tomate. .
- v. 6.45 Variant peu agressif de l'isolat 6 qui comporte
vis-à-vis de la Tomate comme une race 1 assez agressive.
- V.. 7.98 = Variant peu agressif de l'isolat 7 qui ne provoquait
ini t i a L. ,~ment aucun symptôme sur Tomate (avec ou sans gène Ve).
6A. Le Verticillium dahliae, Kleb.
Il appartient au groupe des Champignons Imparfai ts. On le classe
dans la famille des Mucédinacées, la sous-famille des Verticilliées. Il
forme 2 types d'organes reproducteurs:
Les microconidies, unicellulaires,
contenues dans une gouttelette muqueuse,
phialides (la sphérule).
ova Le s
portée
(4-6 X 2-3pm)
à l'extrémité
sont
des
Les microsclérotes, de forme et taille très variables se
différencient par l'augmentation de la taille, l'épaississement et la
mélanisation de la paroi des cellules des fi laments. Ils donnent aux
cultures une couleur noire et un aspect en croûte recouvert d'un mycélium
aérien plus ou moins abondant (Planche A. : 1).
Les caractéristiques des isolats et variants stabilisés utilisés
sont présentées dans le Tableau 1. Il faut noter qu'il existe 2 races de
Verticillium parmi les isolats Tomate.
- La race 1 attaque seulement les variétés n'ayant pas le gène Ve.
- La race 2 attaque les variétés ayant ou n'ayant pas le gène Ve.
Vis-à-vis du Cotonnier, il existe 2 types d'isolats:
- L'un, dit. défoliant provoque . des symptômes sévères et des
défiolat1ons brutales sur les plantes infectées.
L'autre, non défoliant est beaucoup moins agressif et. les
symptômes foliaires sont moins prononcés.
Le V. dahliae est conservé sur milieu PDA (Patato Dextrose Agar) en
tube, 'à ïa température de 25°C environ. Le milieu PDA est à l'origine
obtenu à partir d'un bouillon de culture de Pomme de terre addi tionné de
glucose et d.' agar-agar. Tous nos essais ont été fai ts avec un mi lieu déjà
préparé sous forme de poudre (milieu PDA de bioMERIEUX, référence 5.141.1)
qu'il suffit de mettre en suspension dans l'eau et de stériliser.
Sa composition est la su i van te
Infusion de Pomme de terre
Glucose
Gélose
Eau
B. La Tomate et autres plantes hôtes utilisées
200 g
20 g
15 g
q.s.p 1"00 ml
1- La Tomate (Lycoperslcon esculentum .Sotanaceea)
Les variétés utilisées sont la Marmande
qui sont en dehors du gène Ve, isogéniques
tandis que RF est +/+ pour ce locus.
RF (1) et la Marmande VR (1
VR est homozygote Ve/\:
IRATL3 (2) est une variété tolérante à la race 2 mais sensible à
race 1. Nous ne l'avons utilisée que dans un seul essai.
(1) Les graines de M3rrrnrœ W et de M3.rTrarrle VR s:Tlt f a.JrTÙes pu- les établ i sserer: '=:
VI~.
(2) Les graines œ IFATI.] sen t fcumi es par l' INRA de M:1'lIFA\JET •
Culture en tube
1
~Prélèvement d'un
morceau de gélose
Semis de graines
de Tomate
~
Agitation dans
tube contenant
l'eau stérile
Etalement sur
bo i t.e de Pé t r i
un
de
Ul
t..
::J
C
..,
3 à 4 jours dans
l'étuve à 26°C
Rinçage
avec de
stérile
des. bai tes
l'eau
1
Les plantules sont
déterrées et les
ra~ines rincées à
l'eau
Obt en t i on d'un
inoculum cJont la
concentration es~
ajustée à 1.6.106
spore par ml - Trempage dans
inoculum 15 minutes
/
repiquage des plantules
Figure 4 METHODE D'INOCULATION DE LA TOMATE par le Verticillium dahliae
72) Les autres plantes-hôtes
- L'Aubergine (Solanum mélongena ,. Solanacées) variété BONICA ,
hybride F1 obtenue à liINRA (1).
Le Poivron (Qapsicum annuum, Solanacées) variété :carre" doux extra hâtif
Le Cotonnier (Gossypium:hirsutum, Malvacées) variété: Stam 84.
Les graines sont semées dans du terreau (Marque MOTEX T n02,
référence NFU 44551) et sont repiquées 14 jours après le semis sur le même
substrat . Les. plantes sont alors au stade apparition des premières
feuilles vraies. La culture se fait en chambre climatique
Températùre
Humidité relative
Photopériode
Eclairage au niveau des plantes
C. Méthode d'inoculation
25°C environ
70%
12h
4000 lux (2).
L'inoculation est réalisée par trempage des racines de jeunes plants
de Tomate dans une suspension de microconidies selon la méthode décrite
par HADISUTRISNO (1987) et schématisée sur la figure 4 .
.Les témoins sont trempés dans de l'eau stérile.
D. Estimation des symptômes
L'apparition' 'des symptômes est progressive , En début d' attaque, on
observe un ..J aunissement des feuilles de la base, accompagné d'un léger
f'Lé t.r-Lasémerrt ; Ensui te, les feuilles se nécrosent et tombent. Les
symptômes . évoluent de la base vers le sommet du végétal. Le
rabougrissement des-plantes est un autre type de symptômes qui peut ou non
être associé auxman-i-f--estat-ions foliaires -de la maladie. Le noircissement
des vatsaeauxresrt vsouverrt présent dans l' hypocotyle et dans l' épicotyle.
Ces différents types de symptômes ont été estimés de la manière suivante :
1- Indice d'altération foliaire (IAF)
Chaque' feuille reçoit une note selon son état d'après l'échelle
suivante (HADISUTRISNO, 1987).
° Aucun symptôme
l' Feuille cotylédonaire jaunie ou flétrie
2 Feuille cotylédonaire tombée
3 . Feuille vraie jaunie
4 Feuille vraie flétrie ou nécrosée
5 Feuille vraie tombée
6 Plante morte
Somme de toutes les notes affectées à la plante
IAF =
}<. lOCi
2 x 2 feuilles cotylédonaires + (5 x nombre de feuilles vraies)
(1) Les graines d' Aubergine sent cxmrercialiées par la S.A. "Les graines eAIUARD".
(2) I...3rTpes Prlftœlaude 4COJJ cede 07016.
f
1er entrenoeuçi ____ noircissement vasculaire
épicotyle
hypocotyle
----- .
-----
isolement du champignon
étude histologique
\-.
____ noircissement vasculaire
__...;__ isolement du champignon
_----<__ étude ht.stol.ogt.que
Figure 5 .. segments de tiges utilisés
pour les observations.
colorants utilisés
carmin 40
vert d'iode
safranine
vert lumière
solution dans Alun de potasse
une pincée dans de l'eau distillée
.. solution dans Ethanol 70°
une pincée dans de l'eau distillée
30 min
3 min
12 heures
5 min
rouge de ruthénium une pincée dans de l'eau distillée
permanganate de potassium solution saturée dans de l'eau distillée
rincer à l'eau
révéler à Hel 6 N
4 min
5 min
82. Indice de rabougrissement (IR)
Il représente'la réduction de croissance par rapport au témoin.
IR
T - X
X 100
T
T =
X =
croissance du témoin
croissance des plants inoculés
3. Les noircissements vasculaires
Ils sont observés sur une coupe
plante (fig. 5). La hauteur de leur
l'hypocotyle ,~t- I~ premier entrenoeud.
longi tudinale de
localisation est
la tige de la
estimée dans
4. Test de la présence du Verticillium
La procédure consiste à désinfecter les segments de tige (fig. 5) à
l'hypochlorite de calcium (40g/l) pendant 10 minutes. Ils sont ensuite
sectionnés longitudinalement en conditions stériles, déposés sur du milieu
PDA et mis à l'étuve à 25°C. La présence du champignon à l'état vivant est
observée si celui-ci se développe sur le milieu à partir des échantillons
étudiés (Planche A : 4).
E. Préparation des coupes fines
Elles' sont • réalisées sur des' segments d' hypocotyle et' dt épicotyle
(fig. 5) qui ,sont successivement fixés, déshydratés, inclus dans la
'paraffine, coupés au microtome à main puis colorés.
La fixation est', réalisée dans un mélange éthanol-acide acétique-
formol :dans les proportions 90-5-5 pendant au moins 24 heures.
La déshydratation est ensui te réalisée par t.r-empages suoceaai.f'sdans
des bains d'alcool de plus en plus concentrés.
Après inclusion dans la paraffine, les coupes sériées sont
effectuées. Elles seront colorées après ~éparaffinage.
Les colorations ont été réalisées dans le but de mettre en évidence
des réactions histologiques au niveau vasculaire. Ce sont donc surtout des
colorants des lignines qui seront utilisés.
- Le mélange carmin n040-vert d'iode colore les lignines en vert et la
cellulose en rose. Mais il n'est pas strictement spécifique de ces
composants.
- Le mélangesafranine-vert lumière donne des colorations inverses.
- Le rouge de ruthénium est spécifique des composants pectiques et colore
en rose les lamelles moyennes et les dépots de même composition chimique.
Le KMN04 oxyde spécifiquement les lignines et leur donne une couleur
rouille. La coloration a été faite selon la technique de Maüle.
9III RESULTATS ET DISCUSSIONS
Il est nécessaire de rappeler au préalable que l'expérimentation
mise en place avait pour but dl étudier les réactions de la Tomate au
niveau vasculaire,à l'infection par le ~. dahliae. Bien que ce problème
ait déjà été abordé , c'est la première fois qu 1il l'est à l'aide de
variants hyalins dont le pouvoir pathogène est stable.
Les résultats des expériences réalisées seront présentés en quatre
parties.
A. Spécificité des relations Tomate ~. dahliae
B. Réactions histologiques de la Tomate à l'infection par le V.
dahliae.
C. Modulations des réactions histologiques chez la Tomate en
fonction du couple race (ou isolat)-Variété.
D. Dynamique des réactions .de la Tomate à l'infection par le V.
dahliae.
A. Spécificité des relations Tomate-V. dahliae
L'étude des' réactions de la Tomate au V •. dahliae suppose, que . soient
connues les relations .de . spécifici té exist~t éventuellement' entre 1 'hôte
et différents isolats du' parasite. La première expérience a donc co'risisté .
à étudier le. comportement :
- de variants hyalins d'isolats "Tomate" de race 1 et 2.
'- d'isolats "Cotonnier" non défoliant et défoliant
- d'un i.solat "Poivron" 7
Sur 2 variétés de Tomate : Marmande RF (sensible aux races 1 et 2 des
isolats "Tomat.e") et Marmande VR (résistante à la race 1), sur le Poivron,
sur l'Aubergine et sur le Cotonnier.
Pour chaque variété, 10 plantes ont été inoculées. Les calculs
d' indice dl altération f'ol La.ir-e (IAF) et de rabougrissement (IR) ont été
effectués 3 semaines après inoculation. Les .rêsuLtats sont présentés dans
le Tableau 2.
En raison de l'hétérogénéité des réponses des plantes à l'infection,
les résultats sont exprimés selon l'échelle suivante:
IAF
IR
o
1
2
3
4
++
+
pas de ·symptôme
IAF compris entre 0 et 10 %.
IAFcompris entre 10 et 20 %.
IAF compris entre 20 et 30 %.
IAF supérieur à 30 %.
IR > 50%.
IR compris entre 20 et 50%
IR < 20%
W VII !ll.DmrN~ rorvms aJnNIIm
&u:hc Ih::c Ib;iDlcgic Ill!" ID IflF ln IN ln IN ln IN m
rrycéliLIl1 ras
V 1.73 1 4 ++ 0 - 4 ++ 0 - 0 +
variant hyalin
isolat çhémtype
i1nlat 2 3 + 1 + 3 ++ 4 ++ 1 ++
Poivrcn saJ..Nage
---
nycé liun cllNeteux
V 3.17 2 4 ++ 4 , ++ 4 ++ o - 1
variant !lYalin
---
rrycéliLIl1 ras
V 4.1"3 2 0 + 0 - 3 ++ 0 + 1
variant hyal.In
---
isolat rrycéliLIl1 ras
Isolat 6 cotœruer chNet:eux 3 ++ 0 - non testé n:::l\ testé 3 +
nmdéfiolant phémtype saavage
Cotonnier rrycéliLIl1 ras
V 6.45 n::n 0 + 0 - 3 :H- O + 0
défialant variant !lYalin
---
Cotonnier rrycéliLll1
V 7.93 cotconieux 0 - 0 - 0 ++ 0 + 3 ++
défoliant variant hyalin
IAF : 0 pas de synptôres foliaires.
1 IAF COT1Jris entre 0 et 10 %. '
2 IAF COT1Jris entre 10 et 3) %.
3 IAF COT1Jris 'entre 3) ct 3J %.
4 IAf supérieur à 3J %.
ID : - IR inférieur à 3) %.
+ IR COT1JriS entre 3) et :0 %.
++ IR supérieur à :0 %.
TABlEAU 2 : IE'mTATS D'l1'OOMTICJ/ œrusrms.sanes œ V.' d.:nl.i.oo sn,.'nM\1E; tœI'J'Glffi, rorvnx ET <X1ItN'l1ER.
10·
Il ressort de cette étude que
- Le Poivron est sensible à l'isolat 2 (isolat "Poivron") il
manifeste un fort rabougrissement et des symptômes foliaires marqués
(IAF > 30%). Les autres isolats né, produisent aucun symptôme foliaire et
peu ou pas de rabougrissement (IR < 50%). Ce type de symptôme a déjà été
décri t comme pouvant être passager et s'atténuer chez des plantes âgées
(SEBTI, 1982). Il n'est jamais pris en compte par les sélectionneurs comme
signe de sensibilité.
Le Cotonnier est sensible aux isolats "Cotonnier" de type défoliant
ou non défoliant (IAF > 20%, IR > 20%) mais le variant V.6.45 est très peu
agressif sur cette plante (IAF = 0, IR < 20%). Les isolats 'lfomate" sont
peu agressifs bien que le variant V.l.73 provoque des symptômes de
rabougrissement (IR> 20%).
L'Aubergine est très sensible à tous les isolats (IAF > 20%,
IR > 50%), sauf au variant V.7.98 (IAF = 0, IR > 50%).
La Tomate Marmande RF est très sensible au variant V.l.73 de race 1
et au variant V.3.17 de race 2 (IAF > 30%, IR > 50%) qui sont des variants
de fort pouvoir pathogène (Tableau 1). Elle reste peu affectée par les
variants V.4.79 (race 2) et V.6.45 ("Cotonnier") qui ont un faible
pouvoir pathogène (Tableau 1). Elle est par contre insensible au variant
de l'isolat "Cotonnier'; défoliant le V. 7. 98~
., '
Si l'on étudie' le comportement de chaque isolat sur les .differèntes
variétésde'plante-"hôte, il ressort-que
- Le variant V• L 73 attaque la Tomate Marmande RF et l'Aubergine
(IAF >30%, IR > 50%) alors qu'il ne provoque aucun symptômes
foliaires sUr la Tomate VR, le Poivron et le Cotonnier.
- L'.isolat 2 "Poivron" provoque de serieux symptômes slirlePoivron,
et ~url'Aubergine .._Les symptômes foliaires. sont. plus marqués sur
la Tomate HF que. sur la Tomate VR j Cllors. que. le Cotonnier subi t
plutôt des rabougrissements et peu de symptôme foliaires.
Le variantV.3.17 est très pathogène vis-à-vis
Tomate e t de l'Aubergine alors qu'il 1-' est
Cotonnier et pas du tout vis-à-vis du Poivron~
des 2 variétés de
peu vis-à-vis du
- Le variant V.4.79ne provoque pas de symptômes chez les variétés
de Tomate et le Poivron (IAF=O, IR < 20%). Par contre, l'Aubergine
y est sensible (IAF : 20 à 30%, IR > 50%) et le Cotonnier très peu
. (IAF < 20%, IR=O%).
L'isolat 6 attaque la Tomate RF et le Cotonnier mais pas du tout
la variétésVR (Aubergine et poivron non testés).
- Le variant V.6.45 sévit
IR > 50%) alors qu'il ne
autres espèces et peu de
Poivron.
seulement sur l'Aubergine (IAF > 30%,
cause aucun symptôme foliaire sur les
rabougrissement sur la Tomate RF et le
Enfin le variant V.7.98 est surtout pathogène vis-à-vis du
Cotonnier (IAF 20 à 30%, IR > 50%) . Il provoque des
rabougrissements marqués sur l'Aubergine mais faible~ sur le
Poivron.
variétÉs
. de 'l.bIate HF VR
ioolats
'l'CMI\'IE
RACE 1 S R
'l'CMI\'IE
RACE 2 S S
CXJlUlNIER
oon défoliant S R
CXJlUlNIER
défoliant R R
fDJ:VRC1'l S S
Tableau 3 COMPORTEMENT DE RF ET DE VR A 4· ISOLATS DVV. dahliae.
AœES3IVTIE. ŒS SUHS.·,
RAŒ HF VR
V.l.73 1 FORTE INIERACTIOO
:Irm<lPATIBlE
ISJLAT 2 2 FAIBlE FAIBLE
V.3.17 . 2 FORTE FORIE .
V.4.79 2 FAIBLE FAIBlE .
ISJLAT 6 1 . FAIBLE INIERACI'IOO
INCX.rt1PATIBLE
V.6.45 1 FAIBLE INIERACl'rOO
INCX.rt1PATIBLE
V.7.fJ3 CXJlU'M:ER INI'ERACl'rOO INIERACI'IOO
DEFOLIANr INCX.rt1PATIBLE :Irm<lPATIBLE
Tableau 4 AGRESSIVITE DES SOUCHES nU V.dahliae SUR LES VARIETES DE
TOMATE VR, ET RF.
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Les résultats aînsi exposés peuvent être interpretés de la manière
suivante :
L'Aubergine est sensible à tous les isolats (Tomate, Poivron,
Cotonnier "non défoliant") et un peu moins à l'isolat Cotonnier "'défoliant~
Le poivron n'est sensible qu'à l'isolat~Poivron~ La Tomate et le Cotonnier
sont sensibles aux isolats provenant ou non de la même espèce mais de
manières différentes.
Ces résultats confirment les études entreprises par PEGG (1974) et
VIGOUROUX (1976) sur la spécificité des isolats du Verticil1ium pour
différentes espèces de plante-hôte. Il Y aurai t ainsi 3 catégories de
plantes-hôtes.
Certaines espèces ne sont sensibles qu'aux isolats d u, V. dahliae
provenant de la même espèce. Par exemple Poivrpn, Pimen~Menthe.
- D'autres espèces sont sensibles à tous les isolats, quelle que
soit leur origine. C'est le cas de l'Aubergine.
- D'autres enfin ont un comportement intermédiaire. Par exemple,
Tomate, Cotonnier.
Si l'on compare le comportement des isolats "Poivron" et
"Cotonnier", à celui des variants de race 1 et 2 des isolats "Tomate", il
ressort que (Tableau 3) :
- L'isolat 2 "Poivron" se comporte vis-à-vis de la Tomate comme une
race 2 peu pathogène.
L'isolat "Cotonnier" non défiolant attaque RF mais pas VR ; il se
comporte donc comme une race 1. Il faut noter ici que le variant V.6.45
est un variant peu pathogène donc ne provoquant pas beaucoup de symptômes
sur RF par rapport à l'isolat d'origine, l'isolat 6. Etant donné qu'il en
est issu par. clonage et que l'isolat de départ -se- comporte comme une race
l, il sera considéré lui même comme une race 1 peu pathogène. Ces
résultats avaient déjà été obtenus par HAOISUTRISNO (1987).
On peut de plus remarquer que la race 2 de l'isolat "Tomate" est
plus virulente que la race 1 (d'après les définitions de VAN DER PLANCK,
1963) car elle attaque les variétés ayant ou n'ayant pas le gène Ve alors
que la race 1 n'attaque que les variétés sans gène Ve.
Parmi les souches appartenant à une même race, certaines sont plus
agressives que d'autres. Ainsi d'après le Tableau 2, on peut conclure que
la souche V.1.73 de race 1 est plus agressive que la souche V. 6.45
considérée comme appartenant à la même race (Tableau 4). De même, la
souche V. 3.17 de race 2 est plus agressive que la souche V. 4.79. Les
niveaux d'agressivité des souches sont indiqués dans le Tableau 4 d'après
les résultats du Tableau 2.
Ces précisions sur le comportement des isolats vis-à-vis de la
Tomate, leur race, leur agressivité, nous permettent de caractériser et de
choisir le matériel qui sera utilisé dans la sui te des travaux sur les
réactions de la Tomate à l'infection par le V. dahliae.
souches'
variétés V.dahliae V.l.73 V.3.17 2
de Tomate
Souche très Souche très Souche peu
agressive agressive agressive
RF
Interaction Interaction
.Ô, Interactior.
compatible compatible compatible
souche très Souche peu
Interaction agressive agressive
VR
incompatible Interaction Interaction
compatible compatible
Tableau 5 NATURE DES 'INTERACTIONS UTILISEES
DANS L'.ETUDE DES REACTIONS DE LA
TOMATE AU V. dahliae.
. .-,
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B. Réactions histologiques de la Tomate à l'infection
Les souches dU V. dahliae inoculées ont été choisies de manière à
obtenir 2 types d'interactions:
faible·oufortedesoucheune
incompatible
compatible avec
Interaction
- Interaction
agressivité
Ainsi, la plantes des variétés de Tomate Marmande RF et Marmande VR
ont été inoculées avec les souches V.1.73, V~3.17, et isolat 2. La nature
des interactions existant entre ces souches et les variétés de Tomate est
donnée dans le Tableau 5.
Les observations et les coupes histologiques sont effectuées 3
semaines après inoculation comme il a été décrit au chapitre "Matériels et
Méthodes" et sur la figure 5. Les résultats des observations sont
rassemblés su~ les planches B,C et D.
L'une de s réactions vasculaires observées suite à l'infection est
l'obstruction des vaisseaux. Cela se voit bien sur la photoB:2 comparée à
la photo B 1 prise sur un tissu sain. Les vaisseaux du protoxylème
contiennent un matériel que la coloration ne nous a pas permis
d'identifier. Ce pourrait êt~e des gels ou des gommes imprégnés de
phénols.
Des revêtements pariétaux ont été observés{B
des vaisseaux est tapissée par une sorte de geL
vaisseaux ·avec ceux de la photo B : 3appartenànt à
: 4). La paroi in terne
On peut compar-er ces
un tissu sain.
L' hyperplasiè des cellules du parenchyme vise à isoler
infectées. Un exemple est illustré (photo B 5) autour de
infectés.
les zones
vaisseaux
La comparaison
la paroi· lignifiée
vaisseau sain.
des photos B : 6 et B : 7 montre l'état granuleux de
des vaisseaux infectés, par r-appor-t; à celui d'un
De même, l'accumulation de granules est observée en cas d'invasion
par le parasite (photos Cl, 5, 6). La coloration par le KMNO4
(permanganate .de Potassium) confirme la nature lignifiée de ces
granulations (C : 1,5).
Les tyloses sont couramment obse~vés dans les maladies vasculaires.
Ils se mettent en place à parti~ des cellules adjacentes aux vaisseaux
(C : 3,4,6) puis s'ornementent de lignines (C : 2,7) et peuvent se trouver
associés à des dépôts de granules (0 1). Ils ne sont efficaces que
lorsqu'ils obstruent complètement la lumière du vaisseau (C 2). Ils
peuvent être dé~assés par des hyphes lorsqu'il sont petits (0 : 3).
Des coupes longitudinales dans des tissus infectés montrent que les
hyphes sont capables de croître dans les vaisseaux et de t.raver-s er- des
plaques de perfo~ation (0 : 4, 5, 6,).
V.l.7J V.3.17 2
Nf. V+ Nf. V+ Nf. V+
- narbreux tyloses - tyloses et hyphes - peu de vaisseaux
IF dans de rrrroreux présents dans la touchés (2 cu 3)
vaisseaux plupart des vaisseaux
twPccot<Yle
- Gcmœs. hyphes - dépôts de lignine dans - quelques petits
vaisseeux. tyloses.
Nf. V+ Nt- V+ N- V+
- présence de tyloses - vaisseaux obstrués sur - aucune réaction
IF dans plusieurs vaisseaux de grande distance observée
par hyphes, tyloses,
épicotyle granulaticos .
- hyphes, gcmœs
N- V- Nt- V+ N- V+
- 2 vaisseaux âgés - tyloses rrrrbreux dans - quelques tyloses
VR obstrués la plupart des vaisseaux dans vaisseaux .
âgés.
twocotyle - gels, garrnes - bois seca1daire
intact
- hyphes
VR
épicotyle
N- V-
- 2 vaisseaux âgés
obstrués
Nt- V+
- nanbreux tyloses et
hyphes obstruant les
vaisseaux.
- granulaticos denses
N- V-
aucune réaction
observée
N
v
noircissements vasculaires
présence du V.dahliae
+ présence
absence
Tableau 6 RESULTATS DES OBSERVATIONS ET DES REACTIONS
HISTOLOGIQUES DE DEUX VARIETES DE TOMATE (RF et "VR)
INOCULEES AVEC DES SOUCHES DI} V. dahliae DE POUVOIRS
PATP.OGENES DIFFERENTS.
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e. Modulation des réactions histologiques de la Tomate à l'infection
par le V. dahliae en fonction du couple race-variété
Le Tableau 6 présente les résultats pour chaque couple Tomate -
isolat ou race du V. dahliae, en prenant en compte:
- La présence du champignon dans l' hypocotyle et dans l'épicotyle
(V+ ou V-).
L'observation des noircissements à ces 2 niveaux (N+ ou N-).
- L'importance et la nature des réactions histologiques observées.
Leur interprétation est particulièrement claire :
a- Dans le cas de la seule interaction incompatible VR-V .1.73 on
n'observe pas de symptômes vasculaires et très peu de réactions
histologiques au niveau des vaisseaux du bois. Le champignon n'est pas
réisolé, tout se passe comme s'il avait été détruit très rapidement après
l'infection.
b- L'inverse se produit dans les réactions compatibles lorsque la
souche du V. dahliae utilisée est très agressive (VR-V.3.l7 ; RF-V.l.73 ;
RF-V. 3. 17 )-:-
Les symptômes vasculaires sont très nets à la fois dans l'hypocotyle
et l'épicotyle ; Enfin, le champignon est présent et vivant dans la plante
puisqu'il est systématiquement réisolé. De nombreuses réactions
histologiques apparaissent au niveau des vaisseaux, notamment des tyloses,
(photo C : 2).
c- Dans les réactions compatibles. lorsque la souche a une faible
agressivité, (isolat 2 vis-à-vis de RF ou VR) ou constate que les
symptômes vasculaires sont présents ou absents dans l'hypocotyle. Le
champignon est présent au moins à ce niveau. Les réactions histologiques
sont limitées à quelques peti ts tyloses et à l'obstruction de quelques
vaisseaux du protoxylème (photo B : 2) dans l'hypocotyle.
Les conclusions de l'expérimentation mise en place sont elles aussi
particulièrement claires
a- Dans le cas d'une interaction incompatible, l'échec des
réisolements du V. dahliae dans la plante peut s'expliquer de plusieurs
manières :
- Ou bien le champignon est présent mais rare et les tentatives de
réisolement n'ont pas été suffisamment répétées pour avoir des résultats
posi tifs.
- Ou bien le champignon n'a pas pénétré
- Ou bien enfin, il a pénétré mais a été rapidement détruit par les
réactions de la plante.
En faveur de la premlere hypothèse, sont à prendre en compte
d'autres résuLtats (voir nos propres résultats dans la suite de
l'exprimentation) qui montrent que le ~. dahliae peut parfois être réisolé
dans l'hypocotyle de Tomate VR inoculée par des isolats "Cotonnier".
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La deuxième hypothèse a pour argument les suggestions de TALBOYS
(1958a, cité par BECIQ4AN et TALBOYS, 1981) : la résistance de la plante
serait dûe à.1amise en place rapide de barrières physiques empêchant le
parasi te d'atteindre le. cylindre central. TJAMOS et SMITH (1975); ont
démontré qu'il existait chez les variétés de Tomate possédant le gène Ve,
des réactions" d'hypersensibilité. au niveau des cellules épidermiques' et
corticales envahies par le y.. dahliae. Celles-ci synthétiseraient des
composés antifongiques et induiraient la mise en place précoce des
réactions de ·défense chez les plantes résistantes. Ces résultats ne
s'accordent pas avec ceux de BLACKHURST et WOOD (1963) qui ont montré par
des expériences de greffe que la résistance n'était pas" localisée au
niveau des· racines de. Tomate résistante au. V. dah1iae. Ils' ont trouvé
aussi que le parasite se développait aussi bien.dans les plantes sensibles
que dans les plantes résitantes bien que provoquant peu de symptômes
foliaires dans ces dernières.
La troisième hypothèse se base sur les observations de DIXONet PEGG
(1969) de lyse hypha1e du y.. a1bo-atrum ISlÀt: les travaux dePEGG et VESSEY
(1977» PEGG et YOUNG (1981: 1982) qui ont montré l'intervention de
glycosidases de la plante hôte dans des mécanismes de résistance basés sur
la lyse des parois fongiques.
b- Dans le cas d'une interaction compatible avec. une souche très
agressive, la présence du champignon est aSSOC1ee à de. nombreuses
. réponses' vasculaires. inefficaces. Deux hypothèses peuvent expliquer la
.sensibilité de ·la plante :
.' .
. -
Faib1ecapaci·té de' réponse de la pl~te"laréactiones~"Lente
diffuse. ·.Cette situation peut résu1ter d'un caractère "génétique de
plante e11é:même.
. .
et
la
Suppression temporaire de la mise en place des réactions de défense, due
à la. présence" d'une substance fongique' provoquant le retard et
l'inefficacité'des réponses de la plante.
Les travaux de ROBB et al., (1987) ont conduit" ces "auteurs à
supposer que'lapl;an-'te étaitBensib1e à un suppresseur synthétisé par le
. champignon. Son action serait d'empêcher la mise en place du revêtement
sur les parois interne des vaisseaux (photoB 4 ) (réaction " qu'ils
considèrent comme étant primordiale dans les mécanismes de résistance).
Des phénomènes de reconnaissance plante" hôte-agent pathogène
pourraient intervenir.: l'équipe de MOREAU (1978). a montré que face à
l'agression· par un parasite ; le Phialophora cinerescens (il .provoque le
même type de .mal.adt.e que le Verticillium), les réactions de défense de
l'Oeillet étaient beaucoup plus rapides et ciblées que lors d'une
infection parle V. a1bo-atrum, espèce non parasite pour cette plante. De
même ,SINHA et WOOD (19tq.), ont montré que les' réactions de défense
(ty1oses ).étaient rapidement mises en place chez' .Lea pl.antes de Tomate
résistantes, au V. al tro-atrum( avec une faible pénétration de celui-ci)
alors qu'elles étaient retardées chez les plantes sensibles.
c- Lorsque le champignon a une faible agressivité, il semble que sa
progression soit limitée à l'hypocoty1e. On peut penser qu'il ne possède
pas les moyens de franchir les barrières mises en place par la plante mais
les résultats de l'expérience précédente (montrant qu'un variant peu
pathogène i V. 6.45 sur la Tomate, le Poivron, et le Cotonnier pouvai t
provoquer des symptômes sévères sur l'Aubergine) font penser qu'il doi t
exister des interactions entre des facteurs de la plante \'..t.lu.champignon.
V.l.73 V.3.17 6
V.6.45
interaction Interaction Interaction
compatible compatible compatible
RF
souche très souche très souche'peu
'agressive agressive agressive
Interaction Interaction Interaction
compatible incompatible Incompatible
VR
Souche très
agressive
Interaction Interaction
compatibie compatible
IRATL3 Tolérance
souche peu souche peu
agressive agressive
,'\
Tableau 7
. . :
, ,
NATURE' riES INTERACTIONS UTILISEES 'DANS :L'ETUDE :DE LA
DYNAMIQUE DES REACTIONS DE LA TOMATE AUV,,'da1hiàe. '
PrésEn::e àJ V. dahliae Syuptâles t'oliaires
H - i èrœ jaJr f. c. 7ièrœ .jaJr
RF - V. 3.17
E gi àœ .- jaJr f S1.àœ .• v. jaJr
H 6i àœ . H 6i èrœ . f. c. f èrœ j aJrRF - 6 jaJr jaJr
E 6i èrœ . E 13i èrœ jaJr f. v. pièrœ .jaJr ~ jaJr
H i èrœ . M 6i èrœ jaJr f. fèrœ .jaJr c. jaJr
VR - V. 3.17
6i èrœ . 13i èrœ jour Sièrœ .E jaJr E f. v. .jcur
H Sièrœ . H 6i àne jour f. janaisjaJr c.
VR- 6
gièrœ et 10i àre giàne .E E jour f. v. jamais
jaJr puis rien
H 5i èrœ . H 6i èrœ jour f. jarraisjaJr c.
VR - V. 6.45
6i àœ jaJr et fèrœ fàne .E E jour f. v. : janais
mAT 1.3 - H Sièrœ . H 6i àre . f. c, jamaisjœr jaJr
V. 3.17 E Janais E Janais f. v. jarrais
mAT 1.3 H Siàre . H Siàre . f. c. jarraisjaJr jour
6 E Jcrrais E Jarrais f. v. jarrais
:mAT 1.3 H Jarrais H Sièrre jour f. c. jarrais
V. 6.45 E Jarrais E Janais f. v. jamais
E == épicotyle
H hypocotyle f. c ,
f. v.
feuilles cotylédonaires
feuilles vraies
Tableau S RESULTATS DES OBSERVATIONS DES INTERACTIONS ENTRE 3
VARIETES DE TOMATE (YR, RF. IRAT L3) ET 4 SOUCHES DU V.
dahliae DE POUVOIRS PATHOGENES DIFFERENTS.
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D. Dynamique de l'infection et des réponses de la plante à
l'infection par le V. dahliae.
Les trois types de réactions observées dans l'expérience précédente
semblent indiquer que ce n'est pas l'abondance des modifications
histologiques qui expliquent la résistance (puisqu'elles sont abondantes
mais inefficaces dans le cas des Interactions compatibles si le variant
utilisé possède une forte agressivité), mais bien plutôt la rapidité de
leur mise en place. Aussi, il a paru nécessaire d'étudier au cours du
temps, la pénétration du champignon et sa progression dans la plante, en
même temps que l'apparition des symptômes foliaires et vasculaires, et des
réactions de défense, au niveau des vaisseaux.
.,. ième
Des études histologiques ont été réalisées à partir du 3 jour
après inoculation mais la fragilité des tiges et la lignification
incomplète des vaisseaux ne permettent pas d'observer des réactions avant
un délai de 12 à 13 jours après inoculation.
Les couples hôte-agent pathogène utilisés sont indiqués dans le
Tableau 7. Par rapport à l'expérience précédente, nous avons ajouté un cas
de tolérance (IRATL3 vis-à-vis du variant V.3.l7) ..
40 plantes de chaque variété.$ont inoculées. A partir
après inoculation et jusqu 1 au t51e me jour,5 plantes. de
hôte-parasi te sont prélevées .. Les .caractères suivants sont
segments d'hypocotyle e t d'épicotyle ffig. 5).
a- Noircissement vasculaire
b- Présence du V. dahliae
c- Symptômes foliaires
d 3 i è me .u Jour
chaque couple
notés' sur . des
d- Réactions histologiques (observées 3 semaines après inoculation).
Les résultats concernant les caractères a,b,c sont consignés dans le
Tableau 8. Les réactions histologiques sont présentées dans le Tableau 9.
Les résultats des intéractions RF-V.l.73 et IRATL3-V.l.73 n'ont pas
été pris en compte dans les interprétations, car aucun symptô~e foli~ire
n'a été observé a Ior-s" qu'on attendait des symptômes foliaires sévères
caractéristiques d'une intéraction compatible avec une souche très
agressive. Nous . ignorons précisement ce qui est à l'origine de ces
réactions "anormales". .
Dans le cas des interactions compatibles avec une souche très
agressives. (RF-V.3.l7, VR-V.3.l7) il est évident que le V. dahliae
progresse plus vite que les réactions de défense (Tableau 8) puisqu'il se
trouve dansl'épicotyle au bout de 4 et 6 jours chez les variétés RF et VR
respectivement alors que les réactions au niveau ~asculaire ne sont
visibles au ni veau de l' hypocotyle, qu', au bout du 6 1eme jour chez les
deux variétés. Si l'on avait pu observer les coupes microscopiques sur des
plantes plus jeunes, cela aurait permis de compléter ces observations avec
le moment d'apparition des réactions histologiques. On constate seulement
qu'elles sont nombreuses 3 semaines après inoculation (Tableau 9).
V.l.73
Nœbreux vaisseaux
V.3.17 obstrués par t;yloses
lignifiés et twPhes
VR
- beaœccpœ t;yloses
dans vaisseaux: H, E
- graru.ù.atirns ligrrifiéeS
- hy[iJes dans H. E
lB
:mAT 13
.Q.lelques t;yloses petis et non
ligrrifiés dans l':\ypocot;yle.
H -. petits t;yloses non
lignifiés
E - petits t;yIoses rares
6
V.6.45
H - peu œ t;yloses
- rratérieL graruleux
isolé dans quelques
vaisseai.Ix.
H --- Hypocotyle
E --- Epicotyle
H - hyphes ncmbreuses
dans vaisseaux rrais .
peu œ tylcses.
E - pas ct 'lwPhes
- beaucoup œ t;yloses
petits et non ligrrifiés
H - 'IYLoséset grarn.ù.aticns
~ type li.gpiœ .œœ
vaisSeaux âgés.
E - ronbreux t;ylœes
ligrrifiés laissant
.passer 1mJhes.
- t;yLeses non ligrrifiés
crocentrés dans quelques
vaisseaux œ L'hypœotyle.
rrawiel'~eux~ t;ype
·.l~~~.
·lwPocot;yle..
Tableau 9 RESULTATS DE L'ETUDE DES REACTIONS HISTOLOGIQUES DE 3
VARIETES DE TOMATE VIS-A-VIS DE SOUCHES DU V. dahliae DE
RACES ET DE POUVOIRS PATHOGENES DIFFERENTS.
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Si l'on considère le cas des interactions incompatibles (VR-V.6.45,
VR-Isolat6). On constate une différence de comportement selon la souche
utilisée:
- Le variantY.6.45 pénètre plus tot (5i ème jour dans l'hypocotyle)
que l'isolat 6 (8~eme jour dans l'hypocotyle) mais les deux interactions
sont caractérisées par l'impossibilité d'isoler le champignon deux jours
après son arrivée dans l 'épicotyle (Tableau 8), et par de nombreuses
réactions histologiques (1Fableau 9).
Ces résultats sont différents de ceux obtenus au cours de
l'expérience précédente pour le même type d'intéraction (VR-V.l.73) pour
lequel ni la présence du ~. dahliae,ni le noircissement vasculaireJni les
réponses histologiques n'étaient observées dans la plante hôte. En outre,
il faut noter que des faisceaux d' hyphes sorrt présents trois semaines
après inoculation dans les vaisseaux de l' épicotyle de la variété VR'
infectée par le variant V.6.45.)alors qu'a... ·catta data ,.Ia parasJta~n'a.pa8 ête·.lsolé'
~ ce niveau. '"Cela voudrait" dire qu'II est' pr4fs~nt dans les vaisseaux mals a' i' 'ta(mort.c "
. _. . - ~
Il semble donc que l'ensemble de ces réactions corresponde à un
retard de mise en place des réactions de défense qui permet au champignon
de progresser plus haut dans la tige mais ces réactions sont en
définitive tout aussi efficaces puisque aucun symptôme foliaire
n'apparait.
Le 3i ème type d'interaction utilisé est celui de la compatibilité
avec une souche peu agressive. Il s'agit des couples RF-isolat 6
IRATL3-isolat 6 ; lRATL3-variant V. 6.45.
Dans l'ensemble, les réactions de RF vis-à-vis de l'isolat 6
ressemble à celles de RF vis-à-vis de l'isolat 2 dans l'expérience
précédente (rableau 6) c'est-à-dire, limitation du champignon, des
noircissements- vasculaires et des réponses histologiques au niveau de
l'hypocotyle et absence de symptôme foliaire. Par contre IRATL3 manifeste
vis-à-vis de l'isolat 6, des variants V.3 .17 et V.6.45, une réaction de
type incompatible comme la variété VR vis-à-vis du variant V.l.73 : pas de
pénétration du parasite, aucun symptôme ni réaction de la plante. Ici, le
cas de tolérance (IRATL3 vis-à-vis de V.3.17) semble être une réaction
incompatible.
L'ensemble de ces résultats indique que:
- Il Y a expression de la maladie, en particulier au niveau des
feuilles, lorsque le Champignon peut se répandre dans la plante (voir les
3 premières lignes du Tableau 8 : le Champignon est rapidement présent
dans l'épicotyle et les premiers symptômes fol~aires apparaissent quelques
jours plus tard).
La plant~ réagit cependant abondamment à l'infection dans le cas des
interactions compat.Lb l ea : les noircissements vasculaires sont présents
dans l'hypocotyle et dans l'épicotyle. Au niveau histologique, on observe
de nombreuses réactions sauf dans le cas de l'isolat 6 sur la variété RF.
Mais de toute évidence, ces réactions, ou sont tardives (RF-V317,
VR-~317) ou sont à la fois tardives et peu fri~uentes (RF-isolat 6).
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Pour les couples" où la Tomate ne manifeste pas de symptômes, ou a
toujours dans la présente expérimentation des réactions de type
incompatible; le champignon est plus ou moins rapidement bloqué dans sa
pro~ession et détruit. En effet, il n'est jamais réisolé au delà du
10~ me jour au dessus des cotylédons (Tableau 8, couple VR-isolat 6).
Cette réaction semble se produire plus tôt: VR-V.1.73, lRATL3-V. 6.45,
couples pour lesquels le V. dahliae n'a jamais été réisolé même dans
l'hypocotyle •
Pour les couples incompatibles, la réaction est toujours efficace
mais se met en place plus ou moins rapidement.
Ces résultats semblent renforcer les hypothèses em~ses à la suite de
la première expérimentation sur les phénomènes de bl04~age du champignon et
de lyse hyphale en tant que manifestation de résistance de la plante hôte.
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L'utilisation dé variants hyalins du V. dahliae stables pour le
pouvoir pathogène permet d'envisager des études supplémentaires à la suite
des résultats obtenus.
Il existe une spécificité des isolats du V. dahliae pour différentes
espèces de plante hôte. L'apparition ou non de- oymptômes semble dépendre
de la nature des interactions entre la variété de Tomate et la souche de
cQampignon utilisée. Il serait intéressant d'approfondir les connaissances
. sur la nature de ces interactions, notamment sur celles qui permettent à
la plante d'être résistante à tel isolat· pourtant pathogène sur d'autres
espèces de :plante-hôte (par exemple le Poivron vis-à-vis des isolats
autres que l' isolat "Poivron'~. Des études histologiques et biochimiques
complémentaires sur la pathogénèse et la mise·en place des réponses de la
plante permettraient de mieux envisager la création de nouvelles variétés
résistantes à la Verticilliose.
En ce qui concerne les études histologiques, il faudrait effectuer
des inoculations sur âes plantes plus âgées de manière à avoir des tiges
suffisamment fortes pour faire des coupes dès les premiers jours après
l'inoculation. D'autre part, l'utilisation de colorants)spécifiques des
consti tuants intervenant dans les différentes réactions permettrai t de
préciser la nature des granulations observées et l'état des lignines sur
les parois vasculaires suite à l'infection.
Il faudrai taussi préciser le rôle dea enzymes de type glycosidase
participant· à: la résistance de la pl~té.·et lever. l' ambiguit~ de la
si tuatn'on des polyosidàses ( a l..,.3glucanase· et chitinase) synthétisées à
la fois par la plante et le champf.gnon , L'utilisatlonde mutants défecteux
pour la synthèse de ces enzymes serait ici profitable.
Des études biochimiques sur la cinétique de mise
phytoalexinesdans les différents types d1intéractions
.réalisées.
en ,place
devront
des
êtrE
PLANCHE A
1 Isolat sauvage de Verticillium dahliae : isolat 1. Culture âgée
de 2 semaines présence de micr-oscLér-o tes donnant la couleur
noire de la souche (culture sur milieu PDA à 25° C).
2 Apparition d' un variant hyalin dans une culture âgée dl un c l êne
sauvage, obtenue par bouturage. Cul ture âgée de 4 semaines sur
milieu PDA à 25° C.
3 Variant hyalin du ~. dahliae:V.3.17 : absence de microsclérotes,
mycélium aérien cotonneux: Culture âgée de 2 semaines sur milieu
PDA à 25°C.
4 Réisolement du V. dahliae à partir de segments de tige de Tomate.
5 Plantè saine de Tomate Marmande RF âgée de 25 jours.
6 Plante de Tomate RF infectée par le Verticillium dahliae âgé de
25 jours : chute des feuilles cotylédonaires et d' une feuille
vraie, nécrose sur les autres feuilles vraies.
7 Plante de Tomate infectée par le V. dahliae
mort de la plante.
rabougrissement et
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PLANCHE B
1 Coupe transversale (CT) de tige de Tomate saine. Vai sseaux du
bois secondaire (V) et fibres (F) provenant de l'activité du
cambium (C). Vaisseaux intacts.
2 CT dl une tige de Tomate infectée : Vaisseaux du bois primaire
obstrués (flêche) et vaisseaux du bois secondaire intacts (V).
3 CT dans une tige de Tomate saine. Vaisseaux du bois primaire à
paroi lignifiée intacte (V) et cellules du parenchyme xylémien.
4 CT d'une tige de Tomate infectée
- nécrose de cellules du parenchyme xylémien (N).
- revètement parois des vaisseaux (flêches).
5 CT d'une tige de Tomate infectée
- hyperplasie des cellules du parenchyme (flêche fine).
- revètement sur la paroi interne des vaisseaux du bois (flêche
large) •
6 Coupe longitudinale (CL) d'une tige de Tomate saine
décoration de lignine d'un vaisseau spiralé
lignines (flêche).
état normal des
7 C.L d'une tige de tomate infectée. Vaisseau rayé, modification de
l'état des décorations de ligninies sur la paroi (flêche).
Toutes les coupes sont fixées 41 Fornol-alccol-acide acetique 1,2,4,5,6, 7 sont colorées au
carmi.n-Vert cliode.
3 est colorée, au rouge de rutneniun (cœposés pectiques).
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PLANCHE C
Coupes longitudinales dans une tige de Tomate infectée
1 Accumulation de granules dans la lumière d'un vaisseau (flêche).
Ils proviennent probablement des cellules
parenchyme xylèmien (P).
adjacentes du
2 Série de tyloses obstruant plus ou moins complètement la lumiè~e
du vaisseau (T) ; décorations de lignine (petite f'Lêche) sur la
paroi de ces tyloses ceux-ci semblent provenir des cellules de
parenchymexylèmien (P~(grande flêch~.
3 Mise en place detyloses (T) à partir de svce Ll.ul.ee du p~f~rid'ii,ri~'
xylèrili~n"(p')et passage dans la. lumière -dtl'vaisseau '(V)'pEi.t'-le's
perforations (f'Lêche ) .
4 Mise en place de tyloses (T) à partir, dl une-cellule adj~?~ntecdU
parenchyme xylèmien (P) contenant des "dépôts granuleux (G) ~
5 Photo agrandie de (1). Aspect granuleux des dépôts.
6 Dépôts granuleux dans le vaisseau de. gauche (f'Lêche ) et tylose
(T). Les.2 vaisseaux (V) de drbitene sont pas remplis de dépôts.
7 Tylose dont la paroi est lignifiée dans le vaisseau de gauche (T)
et présence d'hyphe sur une plaque de perforation dans le
vaisseau de droite.
Photos 1,5,7 : fixatioo au fomnl-alcool-acide acétique, coloratioo au KMf'l)4.
Photos 2,3,4,6 : fixatirn au fornn-alcool-acide acétique, coloratirn au Carmin-Vert d'iode.
PLANCHE C
PLANCHE D
Coupes longitudinales dans des tiges de tomates infectées.
1 Série de tyloses (T) encastrés dans la lumière d'un vaisseau
contenant déjà des dépôts granuleux (flêche longue); au dessus,
on voit bien une plaque de perforation (flêche courte).
2 Hyphes (H) passant à travers deux plaques de perforation (flêche
large) .
3 Hyphes (H)passant librement autour de tyloses (T) dans la
lumière d'un vaisseau.
4 Passage d'hyphes. (H) au niveau d'une plaque de perforation
. portant des décorations de lignines (flêche).
5 Passage d'hyphe (H) au niveau d'une plaque de perforation qui
semble· être .interrCllmpue (flêche fines).
6 Passage de l' extrémi té d'une hyphe (H) d'un vaisseau à l'autre
par La plaque de perforation (f'Lêche large). Cellule du
parenchyme xylèmien (C).
Toutes les coupes ont été fixées au Formol-alcool-acide acétique et
colorées au Carmin-Vert d'iode.
.PLANCHE 0
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RESUME
L'étude des réactions de la Tomate à la Verticilliose a été réalisée
en utilisant des variants hyalins du Verticillium dahliae, de pouvoirs
pathogènes stables, et d'agressivité et de virulence connues. L'étude du
comportement de plusieurs isolats (souches isolées d'une espèce de plante
hôte donnée) vis-à-vis de plusieurs espèces de plantes hôtes montre qu'il
existe une certaine spécificité des isolats (selon leur origine) pour les
espèces hôtes.
Les intéractions compatibles sont caractérisées par une colonisation
importante et précoce des vaisseaux du bois, associée à de nombreuses
réactions histologiques vasculaires, inefficaces car tardives; Tandis que
les intéractions incompatibles sont caractériséas par une faible
colonisation des tissus et par la rareté des réponses vasculaires. Des
résultats intermédiaires ont été obtenus pour des cas de tolérance de la
plante hôte colonisation des tissus sans expression des symptômes
foliaires de la maladie.
r.bts clés : Verticilliun dahliae
Incarpatibilité.
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